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SYNTHESE ET CARACTERISATION DE NOUVEAUX SYSTEMES DE 
GUIDAGE ET DE VECTORI SAT ION DE MOLECULES D'INTERET 
THERAPEUTIQUE VERS DES CELLULES CIBLES. 

5 La presente invention concerne la synthese et 

la caracterisation de nouveaux systemes de guidage et de 
vectorisation de molecules d'int6ret therapeutique vers des 
cellules cibles. * . 

Plus precisement, 1' invention s'intefesse a des 
10 complexes moleculaires capables de combiner plusieurs 
molecules foijctionnelles, possedant des ""proprietes 
predefinies de reconnaissances ou effectrices, a leur 
procede de preparation et a leur utilisation therapeutique 
ou comme outils de diagnostic. 

5 La litterature decrit de nombreux procedes 

d'obtention de complexes bio-con j ugues polyf onctionnels 
monovalents (Lemieux et al. Trends in Biotechnology, 1998, 
JL6, 506-513) . Toutefois, ces complexes suscitent une 
reponse biologique relativement faible. Des systemes 

0 multivalents ont alors ete prepares (Tam et al.. Biomedical 
Peptides, Proteins & Nucleic Acids, 1995, 1, 123-132). Des 
etudes ont demontre que les complexes polyvalents etaient, 
de maniere generale, de bien meilleurs outils biologiques 
que les complexes bio-conj ugues monovalents (Grubbs, R.H. 

5 et al., J.Am. Chem. Soc. , 2001, 123 ,1275-1279) . 

L' interet de tels complexes bio-conjugues est 
d'associer les proprietes propres d' au moins deux classes 
de molecules differentes. Toutefois, une des difficultes 
qui se presente est 1' interaction potentielle que peuvent 

0 presenter les differentes molecules d'un bio-conj ugue . 
Cette interaction peut modifier les proprietes resultant de 
la bio-conjugaison. Une solution a ce probleme consiste a 
separer spatialement les points de bio-conjugaison, ce qui 
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a conduit au developpement de gabairit ou de chassis 
moleculaires adressables. L. Scheibler, P. Dumy et al., 
Tetrahedron, 1998, 54, 3725-3734, decrit la synthese et la 
caracterisation de chassis moleculaires f onctionnalises 
5 avec des groupes de coordination et des chaines alcanes. 

Une autre difficulty est la fixation sur le 
chassis des molecules d'interet. L. Scheibler, P. Dumy et 
al., Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38, 696-699, decrit un 
chassis f onctionnalise chimioselectivement sur une face au 
10 moyen d'une liaison oxime. 

Les enseignements de l'etat de la technique ne 
permettent toutefois pas de synthetiser un chassis 
fonctionnalise sur les deux *faces, une au moins des 
fonctionnalisations etant chimioselective, chaque face 
portant des molecules d'interet therapeutigue ou de 
diagnostic ou de marguage. 

L' invention a done pour objet un procede de 
preparation d'un cyclopeptide homodetigue greffe sur ses 
deux faces. 

Plus precisement, 1' invention a pour objet un 
procede de preparation d'un cyclopeptide homodetigue greffe 
formant un chassis definissant deux faces, une face dite 
superieure et une face dite inferieure, lesdites deux faces 
etant toutes les deux greffees, caracterise en ce gue l'on 
25 synthetise un peptide lineaire, ladite synthese etant 
effectuee a partir d' acides amines modifies ou non, 
certains d'entre eux portant des groupes protectees 
orthogonaux, on effectue une cyclisation intramoleculaire 
du peptide lineaire obtenu, on substitue tout ou partie des 
groupes protecteurs orthogonaux par un precurseur protege, 
on greffe sur l'une et/ou 1' autre face dudit chassis, par 
une liaison oxime, au moins une molecule d'interet. 



20 



30 



WO 2004/026894 




PCT/FR2003/002773 



La presente invention concerne done un proced<§ 
de preparation du chassis moleculaire d'une molecule 
polyf onctionnelle, obtenue en quatre Stapes : (1) la 
synthese d'un peptide lineaire ; (2) la cyclisation 
5 intramoleculaire de ce peptide lineaire de maniere a 
obtenir un chassis moleculaire ; (3) la f onctionnalisation 
de ce chassis ; (4) le greffage d'au moins une molecule 
d'interet sur l'une et/oul' autre face de ce chassis, 

Les acides . amines utilises pour la synthase 

10 peptidique sont de toute nature, y compris les acides 
amines de la serie (D) , les acides amines de la serie (L) , 
ainsi que tout acide amine modifie, les acides amines etant 
naturels ou synthe.tiques . Certains de ces acides amines 
sont substitues par des groupes protecteurs orthogonaux. 

15 Les groupes protecteurs orthogonaux sont des groupes 
chimiques orientes perpendiculairement par rapport au plan 
median du chassis ; ils masquent la reactivite d'un atome 
ou d'un groupe d' atome et leur elimination chimique 
n'affecte pas les autres groupes protecteurs de nature 

20 differente presents au sein de la molecule. Leur choix 
depend de la nature de 1' acide amine et du chassis desire. 

Suivant un premier mode de realisation de 
1' invention, la synthese du peptide lineaire, effectuee sur 
phase solide, est initiee a partir d'un residu de glycine 

25 dont la fonction carboxylique est ancree a une resine, et 
la cyclisation du peptide lineaire obtenu est effectuee en 
solution apres liberation de la resine. La strategie 
d' elongation d'un tel peptide lineaire est decrite dans 
l'etat de la technique (P. Dumy et al., Tetrahedron Lett. 

30 1995, 36, 1255-1258). L' initiation de la synthese par un 
residu de glycine permet d'eviter tout risque 
d' epimerisation durant l'etape suivante de cyclisation. De 
preference, la glycine est reliee a la resine par sa 
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fonction carboxylique . Sa fonction alpha amine est protegee 
par un groupe protecteur permettant par synthese 
1' elongation du peptide. A 1' issue de la synthese du 
peptide lineaire, la fonction alpha aminoterminale du 
peptide est liberee du groupe protecteur au cours d'une 
premiere etape et la fonction carboxyterminale est liberee 
de la resine au cours d'une seconde etape de liberation du 
peptide lineaire protege, les. chaines latdrales restant 
protegees par leur groupe protecteur orthogonal. Les 
fonctions chimiques N- et C-terminales liberees du peptide 
lineaire solubilise reagissent pour former une liaison 
peptidique intramoleculaire au cours d'une etape de 
cyclisation intramoleculaire effectuee en solution.. 

Suivant un second mode de realisation, la 
synthese du peptide lin§aire puis sa cyclisation sont 
entierement effectuees sur phase solide. Dans ce mode de 
realisation, la synthese du peptide lineaire est initiee 
par un residu d' acide amine dont la chaine laterale est 
20 ancree a une resine, laissant sa fonction carboxylique 
libre d'ancrage. La fonction alpha amine et la fonction 
carboxylique de cet acide amine sont protegees chacune par 
un groupe protecteur, les deux groupes protecteurs etant 
orthogonaux entre eux. 
25 A 1' issue de la synthese du peptide lineaire, 

les fonctions alpha aminoterminale et carboxyterminale sont 
liberees s^lectivement de leur groupe protecteur respectif 
et le peptide lineaire obtenu reste lie a la resine par la 
chaine laterale du premier residu d' acide amine. Les 
30 fonctions chimiques terminales du peptide lineaire obtenu 
sont alors libres pour pouvoir reagir entre elles et former 
un cycle intramoleculaire au cours d'une etape de 
cyclisation intramoleculaire effectuee sur phase solide. 
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Dans ce mode de realisation, le procede est 
avantageusement, entierement ou partiellement automatise 
sur robot synthetiseur de peptides. 

Avantageusement, le cyclopeptide est forme de 
5 5, 10 ou 14 residus d' acides amines, de preference 10 
acides amines formant un cyclodecapeptide. Le cyclopeptide 
cyclise selon 1' invention presente au moins un coude, 
preferentiellement deux coudes. Certains cyclopept ides 
selon 1' invention presentent une symetrie centrale. 

10 Suivant un mode de realisation prefere, le 

cyclopeptide presente 10 ou 14 residus d* acides amines et 
forme deux coudes, chaque coude etant. forme par une 
combinaison (L)Pro-(D)AA ou (D)Pro-(L)AA, AA etant un acide 
amine et de preference la glycine, les deux coudes etant 

15 separes par trois et/ou cinq residus d' acides amines. 

La presence du reside proline au niveau du 
coude est justifiee par le fait que la proline montre une 
configuration spatiale caracteristique, en comparaison des 
autres acides amines, du fait de sa structure cyclique. 

20 Cette caracteristique confere une restriction 
conformationnelle au squelette peptidique en comparaison a 
celle adoptee avec des acides amines autre que la proline 
ou ses derives. Cette restriction est, notamment, a 
l'origine des coudes dans les structures polypeptidiques 

25 secondaires et supersecondaires. 

L' autre residu d' acide amine du coude, ci- 
dessus represents par le sigle AA, est preferentiellement 
un residu d' acide amine autre que celui de la proline et de 
stereochimie opposee et tres preferentiellement le residu 

30 glycine. 

Les coudes sont separes par des residus 
d' acides amines, preferentiellement un nombre impair de 
residu d' acides amines et tres preferentiellement trois 



WO 2004/026894 




WO 2004/026894 




PCT/FR2003/002773 



et/ou cinq acides amines pour un cyclodecapeptide et un 
cycloterapeptide respectivement . 

Les cyclopeptides a deux coudes et ayant un 
nombre pair de residus d' acides amines presentent un plan 
5 median qui definit une face dite superieure et une face 
dite inferieure. 

De preference, les trois et/ou cinq residus 
d' acides amines ont chacun une fonction. chimique protegee 
orthogonalement par un groupe protecteur. Les groupes 
10 protecteurs des chaines laterales de ces acides amines se 
dirigent alternativement de part et^d' autre du plan median 
dudit chassis et definissent une face dite inferieure et 
superieure par rapport k ce plan. 

Ces residus d' acides amines sont 
15 preferentiellement des residus d' acides amines portant des 
fonctions chimiques du type -NH2, -SH ou -COOH. Suivant un 
mode de realisation particulier de 1' invention, ces trois 
ou cinq residus d' acides amines sont preferentiellement des 
acides amines a chaine laterale amine, et tres 
.20 preferentiellement, la lysine. 

Suivant un mode de realisation particulier de 
1' invention, les groupes protecteurs orthogonaux des 
residus d' acides amines centraux sont identiques entre eux, 
les groupes protecteurs orthogonaux des residus d' acides 
25 amines autres que centraux sont identiques entre eux, les 
groupes protecteurs orthogonaux des residus d' acides amines 
centraux, d' une part, et les groupes protecteurs 
orthogonaux des autres residus d' acides amines, d' autre 
part, sont differents les uns des autres. 
30 Suivant un mode de realisation particulier de 

1' invention, on debute le greffage du chassis en 
substituant des groupes protecteurs orthogonaux du chassis 
par un precurseur protege de la fonction oxyamine ou un 
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pr^curseur masque de la fonction aldehyde, en particulier 
du type a-oxoaldehyde, ou par un precurseur protege de "la 
fonction thiol ou par un marqueur. Suivant une premiere 
variante de 1' invention, le precurseur protege de la 
5 fonction thiol est un derive disulfure dissymetrique de la 
cysteine et en particulier un groupe Npys (figure lb; 

Suivant une autre variante de 1' invention, ce 
precurseur protege est l'acide 2-oxyamino-acetique protege 
(AOA) sur 1' azote' ou encore un deriv6 de la serine, 

10 precurseur de la fonction a-oxoaldehyde, dont les fonctions 
amine et hydroxyle sont protegees, et dont la deprotection 
puis le- clivage oxydatif lifaere le groupemerit aldehyde, et 
de preference est Boc-Ser ( tBu) OH . 

Suivant un premier mode de realisation, l'on 

15 effectue en premier lieu la substitution des groupes 
protecteurs orthogonaux de la face inferieure par un 
marqueur, de preference la biotine ou la f luoresceine, puis 
dans une deuxieme etape, on substitue les groupes 
protecteurs orthogonaux de la face superieure du chassis 

20 par un precurseur protege de la fonction oxyamine ou de la 
fonction a-oxoaldehyde. On fait reagir ensuite la fonction 
oxyamine ou a-oxoaldehyde du precurseur, prealablement 
deprotege, avec une molecule d' interet ou une molecule 
intermediaire portant une fonction respectivement a- 

25 oxoaldehyde ou oxyamine. Dans ce mode de realisation, la 
substitution de la face inferieure est classique, tandis 
que la substitution de la face superieure est 
chimioselective . 

30 Suivant un second mode de realisation, l'on 

effectue en premier lieu la substitution des groupes 
protecteurs orthogonaux de la face inferieure du chassis 
par un precurseur protege de la fonction oxyamine puis dans 
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une deuxieme 6tape on substitue les groupes protecteurs 
orthogonaux de la face sup6rieure du cyclopeptide par un 
precurseur protege de la fonction a-oxoaldehyde . 

Suivant un troisieme mode de realisation de 
5 1' invention 1 ' on effectue en premier lieu la substitution 
des groupes protecteurs orthogonaux de la face superieure 
du chassis par un precurseur protege de la fonction 
oxyamine puis dans une deuxieme 6tape on substitue les 
groupes protecteurs orthogonaux de la face inf^rieure du 
10 cyclopeptide par un precurseur protege de la fonction ot- 
oxoaldehyde. 

Suivant un quatri£me mode de realisation de 
1' invention, on effectue la substitution des groupes 
protecteurs orthogonaux d'une face du chassis par un 

15 precurseur protege de la fonction aldehyde ou oxyamine puis 
la substitution des groupes protecteurs orthogonaux de 
1' autre face du chassis par un precurseur protege de la 
fonction thiol. On effectue ensuite le greffage des 
molecules d'interet en faisant reagir des groupes 

20 fonctionnels complementaires. Dans ce mode de realisation, 
on effectue en premier lieu le greffage des molecules 
d' interet portant un precurseur aldehyde ou oxyamine sur la 
face du chassis portant un precurseur oxyamine ou aldehyde 
respectivement puis on fait reagir 1' autre face du chassis 

25 sous sa forme thiol libre ou sous forme de disulfure 
dissymetrique active avec une seconde molecule d'interet 
portant une fonction disulfure dissymetrique active ou 
thiol libre respectivement, Cette seconde molecule est 
alors attachee sur le chassis via une agrafe disulfure, Les 

30 molecules d'interet peuvent etre un peptide, une proteine, 
un oligosaccharide, un acide nucleique, une molecule 
organique, une molecule inorganique (Figures lb et 2b) . 
Avantageusement cette agrafe peut permettre le relargage 
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intra-cellulaire de la molecule d'interet afin qu'elle 
puisse jouer son role biologique.* 

Dans les modes de realisation ci-dessus, l'on 
5 fait reagir les fonctions actives, notamment oxyamine ou a- 
oxoaldehyde des precurseurs, prealablement deprotegees, 
avec une ou plusieurs molecules * d' interet ou une molecule 
intermediaire portant une fonction complementaire, dans 
notre exemple respectivement d-oxoaldehyde ou oxyamine. De 

10 preference, l'on fait reagir la fonction oxyamine du 
precurseur situee sur le chassis avec une molecule 
d'interet portant une fonction a-oxoaldehyde, puis on pxyde 
le precurseur de la fonction a-oxoaldehyde situe, sur le 
chassis et l'on poursuit la reaction avec une mise en 

15 contact du chassis avec au moins une molecule d'interet ou 
une molecule intermediaire portant une fonction oxyamine. 

La ou les molecules intermediaires portent 
d'une part une fonction oxyamine capable de reagir avec la 
ou les fonctions a-oxoaldehydes situees sur le chassis, et 

20 portent d' autre part un precurseur d' au moins une fonction 
a-oxoaldehyde. 

La du les molecules d' interet sont identiques 
ou differentes les unes des autres. 

Avantageusement, la molecule d'interet est un 

25 acide nucleique, un peptide, un oligosaccharide, ou une 
molecule organique. Toute molecule d'interet therapeutique 
ou de diagnostic portant une fonction oxyamine ou a- 
oxoaldehyde peut etre greffee sur le chassis. 
Suivant une premiere variante de 1' invention, on greffe sur 

30 une face du chassis avec des peptides derives du 
cyclo (RGDf K) et du cyclo (RGDyK) ligands de l'integrine 
aVp3, afin de diriger la molecule vers les tissus exprimant 
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ce recepteur et de modifier des effets biologiques dans un 
but th6rapeutique ou de diagnostic. 

♦ Si le but est th<§rapeutique, on greffe 1' autre 
face du chassis selon 1' invention avec un 
5 peptide apotogene du type (KLAKKLAK) , ou une 

molecule organique connu du type (doxorobucine) 
ou une prot6ine toxique intracellulairement 
(ricin-A, galenine...) 

♦ Si le but est de diagnostic in vitro et in vivo 
0 on greffe l f autre face du chassis avec un ou 

des chromophore (s) , une ou des biotine(s) ; un 
ou des fluorophore(s) , une ou des radio- 
6metteur(s) ou un groupe pr6curseur (chimique 
ou ligand) 

5 

Suivant une seconde variante de 1' invention, on greffe une 
face du chassis avec des derives carbohydrates pour le 
ciblage de leur recepteur transmembranaire de type lectine 
notamment recepteur a mannose, recepteur a galactose, 
0 recepteur asialo-proteine, recepteur transporteur du 
glucose GLUT... dans un but therapeutique ou de diagnostic. 

♦ Si le but est therapeutique, on greffe 1' autre 
face du chassis selon 1' invention avec un ou 
des peptides (s) Epitope (s) T-dependant, avec un 

5 ou des peptides apotogenes du type (KLAKKLAK) , 

ou une molecule organique connu du type 
(doxorobucine) ou une proteine toxique 
intracellulairement ( ricin-A, galenine...) 

♦ Si le but est de diagnostic in vitro et in vivo 
0 on greffe 1' autre face du chassis avec un ou 

des chromophore (s) , une ou des biotine(s) ; un 
ou des f luorophore (s) , une ou des radio- 
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emetteur(s) ou un groupe precurseur (chimique 
ou ligand) 

Suivant une troisieme variante de 1' invention, on greffe 
5 une face du chassis avec des epitopes B-dependant de type 
peptide ou carbohydrate plus particulierement marqueur de 
tumeur (Tn, sTn, Tf ) , un ou des epitopes T-dependants 
(peptides Thl ou Th2) et un immunoad j uvant afin de susciter 
la reponse cellulaire 1 dans une but de vaccination. 

'10 

Suivant une. quatrieme variante de 1' invention, on 
fonctionnalise les surfaces dans le but de leur # conferer 
des proprietes de reconnaissance utile dans les systemes 
miniaturises de type bio-puce. 

15 

Avantageusement, le procede seion 1' invention, 
lorsque la synthese et la cyclisation sont realisees en 
phases solides, est entierement ou partiellement automatise 
20 sur robot synthetiseur de peptide. 

L' invention a egalement pour objet un 
cyclopeptide homodetique greffe caracterise en ce qu'il est 
obtenu par le procede selon 1' invention. 

On autre objet de .1' invention est une 
25 composition therapeutique ou de diagnostic caracterisee en 
ce qu'elle comprend un cyclopeptide homodetique greffe 
obtenu par le procede selon 1' invention. 

L' invention concerne egalement 1 ' utilisation 
d'un cyclopeptide homodetique greffe obtenu par le procede 
30 selon 1' invention ou d'une composition le contenant, pour 
la fabrication d'un medicament destine a soigner le cancer. 
L' invention concerne egalement 1' utilisation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe obtenu par le procede selon 
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1' invention ou d'une composition le contenant, comme outil 
de diagnostic du cancer. 

L' invention concerne egalement 1' utilisation 
d'un cyclopeptide homodetique greffe obtenu par le procede 
5 selon 1' invention ou d'une composition le contenant, pour 
le diagnostic et/ou la suppression de la neoangiogenese . 

L' invention concerne egalement 1' utilisation 
d'un cyclopeptide homodetique greffe obtenu par -le proced6 
selon ;i' invention ou d'une composition le contenant, de 
chassis pour f onctionnaliser des surf aces dans JLe but de 
leur conf6rer des propriety ^de reconnaissance utile dans 
les systemes miniaturises de type bio-puce. 

L ' utilisation de surface comme interface 
fonctionnelle douee de prqprietes de reconnaissance 
15 represente une strategie de choix pour la conception de ces 
systemes qui est transferable avec une. large gamme de 
technologie permettant leur miniaturisation micro- ou 
nanometrique ainsi que leur connectique. 

D'une part, la fonctionnalisation de la surface 
20 hote par un des partenaires implique dans la reconnaissance 
(sonde : molecules, biomolecules , cellules) est une etape 
cle pour realiser cette interaction moleculaire a 
1' interface de la surface et de l'analyte. Cet adressage 
doit etre suffisamment doux pour preserver l'integrite et 
25 les proprietes moleculaires de la sonde, reproductible pour 
etre exploitable et spatialement controle pour permettre la 
detection de differentes cibles en parallele. D' autre part, 
la fonctionnalisation peut conduire egalement a la 
transduction de la reconnaissance sonde-cible en un signal 
mesurable et quantifiable permettant la detection de la 
cible. L'interet majeur de cette strategie reside dans 
1' absence de marquage de la cible qui permet la 
generalisation de l'approche a toutes categories de cibles. 
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Dans ce cadre le proc6de de 1' invention permet 
d'utiliser une face du chassis pour l'adressage de la 
surface par exemple en utilisant des greffons thiols ou par 
electropolym^risation en utilisant des pendants de type 
5 pyrrole. L' autre face est utilisee selon le procede de 
l 1 invention pour le greffage de molecule d'interet sur la 
surface. Avantageusement , 1 ■ utilisation de precurseur de la 
fonction a-oxoaldehyde protege par une groupe photolabile 
du type NVOC permet l'adressage spatialement controle' de la 

10 surface par une molecule d'interet. Le procede de 
1' invention est largement plus avantageux pour la 
f onctionnalisation de surface que les methodes 
classiquemenfc utilisees. 

D'autres modes de realisation du chassis et de 

15 son greffage selon 1' invention sont representees dans la 
description detaillee ci-dessous, qui se lit en regard des. 
figures et illustre non limitativement 1' invention. 

La figure la illustre le schema de preparation 
20 de cyclodecapeptides selon 1' invention comportant, d'une 
part sur la face superieure la serine precurseur de la 
fonction a-oxoaldehyde et sur la face inferieure la 
fonction oxyamine, et d' autre part sur la face superieure 
la fonction oxyamine et sur la face inferieure la serine 
25 precurseur de la fonction a-oxoaldehyde. 

La figure lb illustre le schema de preparation 
de cyclodecapeptides selon 1' invention comportant, sur la 
face superieure, soit la serine precurseur de la fonction 
a-oxoaldehyde soit la fonction a-oxoaldehyde , et d' autre 
30 part sur la face inferieure la fonction ONpys. 

Les figures 2a et 2b illustrent le schema de 
preparation de macromolecules polyf onctionnelles par 
assemblage chimioselectif successif des biomolecules Rl et 
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R2 par lien oxime, d'une part sur la face inferieure puis 
superieure du cyclodecapeptide, et d f autre part sur la face 
superieure puis inferieure du cyclodecapeptide. 

La figure 3 illustre le schema de synthese de 
5 macromolecules poly f onct ionnelles par assemblage 
chimioselectif successif par lien oxime, ou la biomolecule 
Rl est greffee sur une face du cyclodecapeptide, ou quatre 
molecules comportant une fonction oxyamine et au moins une 
serine precurseur de la fonction a-oxoaldehyde est greffee 

10 sur l f autre face du cyclodecapeptide, et finalement ou la 
biomolecule R2 est greffee apres demasquage des fonctipns 
a-oxoald6hydes . 

La ^figure 4 illustre le schema de synthese de 
macromolecules poly f onctionnelles par assemblage 

15 chimioselectif successif par lien oxime, ou la biomolecule 
Rl est greffee sur une face du cyclodecapeptide, ou quatre 
molecules comportant une fonction oxyamine et quatre serine 
precurseurs de la fonction a-oxoaldehyde est greffee sur 
1' autre face du cyclodecapeptide, et finalement ou la 

20 biomolecule R2 est greffee apr£s demasquage des fonctions 
a-oxoaldehydes . 

La figure 5 represente la recuperation du 
signal de la fluorescence du recepteur <xVp3 apr£s 
immunomarquage (anticorps LM60 9-R-Phycoery thr ine ) en 

25 fonction du temps pour les differentes conditions 
d 1 incubation des cellules vivantes HEK (experience de FRAP) 
Le retard observe avec le compose multivalent RGD (carres 
pleins) traduit une diminution de la mobilite des 
recepteurs avp3 caracteristique du phenomene de clustering 

30 non observe dans les autres conditions. 



WO 2004/026894 



15 



PCT/FR2003/002773 



10 



15 



20 



25 



30 



La figure 6 represente les histogrammes de 
fluorescence obtenus par FACS apres incubation des cellules 
(HEK) avec le compose multivalent RGD-f luoresceine . 

La figure 7 compare les cinetiques de captation 
par les cellules cancereuse PC 3 du , compose multivalent RGD 
assemble selon 1' invention (RAFT [cycloRGD] 4 : losanges) a 
celles des molecules contrdles par mesure de l'activite 
radioactive de l'iode 125. 

Selon le premier mode de realisation illustre 
sur la figure la,' 'on effectue en premier lieu la 
substitution des groupes protecteurs orthogonaux PG de la 
face inferieure soit PG2 et PG5, par un precurseur protege 
de la fonction a-oxoaldehyde, et de preference Boc- 
Ser(tBu)OH ; dans une deuxieme etape, on substitue les 
groupes protecteurs orthogonaux de la face superieure du 
chassis, PG1, PG3, PG4, PG6 par un precurseur protege de la 
fonction oxyamine, et de preference Boc-AOA-OSu; dans une 
troisieme etape representee sur la figure 2a, on enleve 
tous les groupes protecteurs, la fonction oxyamine sur la 
face inferieure ainsi deprotegee va reagir en presence 
d'une premiere molecule d' interet portant une fonction a- 
oxoaldehyde ; dans une quatrieme etape representee sur la 
figure 2a, on oxyde les residus seryles, en fonction <X- 
oxoaldehyde sur la face superieure ; dans une cinquieme 
etape, on fait reagir les fonctions a-oxoaldehydes de la 
face superieure avec une seconde molecule d' interet portant 
une fonction oxyamine. 

Selon le second mode de realisation represente 
sur les figures la et 2a, on inverse l'ordre de 
substitution des groupes protecteurs orthogonaux et 
greffage des faces superieure et inferieure par rapport au 
mode premier respectivement . Suivant un mode de realisation 
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particulier de 1' invention presents figure 3, la derniere 
molecule d' interet greffee sur le chassis via sa fonction 
oxyamine permettant son greffage sur la ou les fonctions a- 
oxoaldehydes situees sur le chassis, porte au moins un 
5 precurseur d'une fonction Ot-oxoaldehyde qui permet de 
poursuivre le procede selon 1' invention en oxydant ce 
precurseur en a-oxoaldehyde et en faisant reagir. cette 
derniere avec une molecule d' interet presentant une 
fonction oxyamine, de maniere a creer un lien oxime 

10 supplementaire. Cette etape complementaire permet la 
construction de systeme modulaire . via couplage oxime 
iteratif sur le chassis par demasquage de fonction a- 
oxoaldehyde par oxydation successive. 

Comme le decrit la figure 4, ce mode 

15 particulier permet avantageusement d' amplifier le nombre de 
molecules presentees in situ par le chassis dans le cas de 
molecule d' interet qui, greffee sur le chassis via sa 
fonction oxyamine permettant son greffage sur la ou les 
fonctions a-oxoaldehydes situees sur le chassis, porte plus 

20 d'un precurseur d'une fonction a-oxoaldehyde. 



Exemple 1 : cyclopeptide selon 1' invention 
formant un chassis greffe sur une face avec des peptides 
derives du cyclo (RGDf K) et/ou du cyclo (RGDyK) , qui sont 
25 ligands de 1 ' integrine <XVP3, 

Les peptides cyclo ( RGDf K) r econna i s sen t 
1' integrine <xVp3. Cette integrine est sur-exprimee a la 
surface cellulaire de tumeurs ou de cellules endotheliales 
lors de la neoangiogenese tumorale. Le greffage de ce 
30 peptide sur une face du chassis selon 1' invention, exalte 
les proprietes de reconnaissance de ce peptide par cette 
integrine. De plus, les effets biologiques de cette 
integrine, comme par exemple le clustering, et l'endocytose 
de la molecule, sont declenches par le chassis selon 
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1' invention ainsi greffe, alors qu' ils ne sont pas 
declenches par le peptide seul. 

1) Support pour la culture de cellules in 
5 vitro : Les chassis comportant un groupe biotine sur une de 

leur face permettent d 1 une maniere generale la 
fonctionnalisation de cette face par de la steptavidine 
grace a 1 • interaction forte biotine-streptavidine . L' autre 
face du chassis peut etre f onctionnalisee par une molecule 
10 d'interet ou libre. 

L' utilisation de chassis comprenant par exemple 
. des . ligands d' adhesion comme le . cyclo (RGDfK) permet la 

* 

fixation de cellules exprimant le recepteur av$3 et leur 
culture in vitro. A basse densite de molecules adsorbees 
15 sur la surface, les composes se revelent particulierement 
efficaces. 

2) Induction d'un regroupement (clustering) de 
recepteurs cellulaires (figure 5) : le regroupement des 
integrines en surface des cellules HEK293 surexprimant 

20 l'integrine JJ3 a ete demontre par des experiences de FRAP. 
Les cellules vivantes sont mises en contact avec un 
anticorps anti avB 3 marque a la Phycoerythrine (LM609-PE) 
et avec les differents peptides. Une zone de la surface 
cellulaire est alors photo-blanchie afin de pourvoir 

25 mesurer la cinetique de reapparition du signal fluorescent 
dans cette zone. Cette mesure reflete la vitesse de 
migration de l'integrine avfi 3 au sein de la membrane 
plasmique d'une cellule vivante. Si plusieurs molecules 
d' integrines sont pontees par le peptide, alors le 

30 « cluster » ainsi forme migrera moins vite que l'integrine 
Ovl3 3 native, plus petite et plus libre. Les resultats 
presentes dans la figure 5 demontrent que seul le peptide 
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obtenu selon 1 ! invention est capable d' induire un tel 
regroupement d' integrine (Xvft3 a la surface des cellules. 

3) Internalisation active des drogues ou 
produits vectorises : Les memes cellules mise en contact a 

5 37 ou a 4°C pendant 15 a 30 minutes avec les peptides 
pr6alablement marques ct la fluoresceine sont observees en 
microscopie confocale apres immunomarquage des v6sicules 
d'endosomes precoces (marquage anti-Early Endosome 1A, 
visualise en rouge) . t 

10 Les resultats obtenus demontrent que seul le 

peptide obtenu selon l'invention est visualisable a 37°C en 
surface, aux jonctions intercellulaires et a 1' interieur 
des cellules. Une partie ,importante du signal 
intracellulaire est co-localisee avec" le marquage EE1A ce 

15 qui demontre qu'une partie au moins du peptide RAFT-RGD est 
internalise par endocytose. Les peptides cRGD et RAFT-RGD 
incubes dans les memes conditions ne. sont pas detectables 
par immunofluorescence. Ceci demontre leur incapacite S se 
fixer aussi efficacement que le compose obtenu selon 

20 1' invention sur leur integrine cible. Si 1' incubation des 
peptides est realisee £ 4°C, seul le marquage 
extracellulaire est observe avec le peptide obtenu selon 
1' invention, confirmant que 1' internalisation a lieu grace 
a un processus actif . 

25 

4) Vecteur ciblant pour le transfert de 
biomolecules (ADN, peptides, proteines, PNA, 
oligonucleotides, siRNA) : 

Seules les cellules exprimant 1' integrine a v B3 
30 sont reconnues par le peptide obtenu selon 1' invention. 
L' incubation de cellules HEK293 surexprimant soit 
1' integrine fil soit fi3 avec le peptide fluorescent obtenu 
selon 1' invention demontre que le peptide se fixe 
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uniquement sur les cellules surexprimant 1 1 heterodimdre 
dvfi3- Cette propriete peut etre utilisee selon 1' invention 
pour le transport de molecules d'interet vers un recepteur 
cible . 

5 .5) Tumeurs exprimant 1 1 integrine 0tVp3 : Le 

peptide fluorescent obtenu selon 1' invention injects par 
voie intraveineuse chez une souris porteuse de tumeurs 
r£v61e a l'imagerie medicale que ce peptide est retrouve 
fortement -accumule dans les zones hypervascularisees de la 
10 tumeur . 

6) Vaisseaux sanguins * 

•.*,■• • 

Nos resultats . obtenus avec les peptides 

fluorescents obtenus selon 1' invention demontrent que 

1' endothelium peut etre reconnu par ces molecules injectees 

15 par voie intraveineuse. D'autres tissus . et notamment la 
capsule hepatique, les vaisseaux du foie et la rate ont 
aussi ete images grace a ces molecules. Le greffage 
d'autres ligands devrait permettre d'augmenter le signal 
obtenu sur 1' endothelium. 

20 7) Activites enzymatiques en medecine on in 

vitro sur culture de cellules (activite proteasiques 
notamment) 

Selon l ! invention f il est possible de greffer 
sur- le chassis des peptides contenant une sequence 

25 specif iquement reconnue par une protease. Si l'on greffe 
une molecule fluorescente en amont du site de clivage et 
une molecule qui absorbe la fluorescence en aval de ce 
site, la faible distance entre les 2 marqueurs empeche 
toute emission de fluorescence. Par contre, en presence de 

30 la protease specifique, les 2 fluorophores sont dissocies, 
et il y a done emission de lumiere quantifiable. Cette 
mesure permet de determiner la concentration en protease 
presente dans le compartiment , tissu ou cellule observe. 
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L' invention permet de diriger vers des tissus cibles ce 
syst^me afin d' imager specif iquement ces regions. 

8) Radiodetection des tissus endotheliaux lors 
de la neoangiogenese tumorale ou des tumeurs exprimant 
5 l'integrine _V_3. (figure 7) 

Le marquage par 1 1 iode 127 radioactif permet la 
detection, de la molecules * et done de sa liaison £ 
l'integrine a la surface cellulaire puis de son entree dans 
le cytosol apres endocytose. L'effet de captation est dose 

10 dependant en composes. Cet effet a ete mesure sur des 
cellules tumorales (PC-3) et endothelials (HMVEC) exprimant 
l'integrine. Ici encore seuls les cyclopeptides greffes 
selon 1' invention possedent 1' effet observe contrairement 
au li'gand isole. Cette propriete permet 1 ' imagerie des 

15 zones de neoangigenese par mesure de l'activite 
radioactive. 



Exemple 2 : cyclopeptide selon 1' invention 
20 formant un chassis greffe sur une face avec des epitopes B- 
dependant de type carbohydrate plus particulierement 
marqueur de tumeur (Tn, sTn, Tf ) , un ou des epitopes T- 
dependants (peptides Thl ou Th2) et un immunoadjuvant . 

Ces substituants sont choisis pour susciter une 
25 reponse cellulaire, dans un but de vaccination. 

Les sucres sont connus pour etre des elements 
tres importants dans de nombreuses pathologies notamment le 
cancer (marqueur de tumeur) ou les infections virales et 
bacteriennes. Cependant ils sont faiblement immunogene ce 

30 qui limitent grandement leur utilisation dans des 
compositions vaccinales a visees therapeutiques evidentes. 
De plus la reconnaissance de motifs sucres passent par une 
presentation sous forme de grappes et est egalement une 
limite a leur utilisation. L' invention permet la 

35 presentation de motifs sucre sous forme de grappes et 
egalement leur manipulation chimique pour realiser des 
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comb ina is oris epitopiques permettant a terme de susciter un 
apprentissage du systeme . immunitaire pour proteger 
l'organisme des pathologies et infections impliquant ces 
motifs. 
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RE VEN D I CAT I ON S 

1. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe formant un chassis definissant deux 
faces, une face dite superieure et une face dite 
inferieure, lesdites deux faces etant toutes les deux 
greffees, caracterise en ce que l'on synthetise un peptide 
lineaire, ladite synthese etant effectuee a partir d' acides 
amines modifies ou non, certains d'entre eux portant des 
groupes protecteurs orthogonaux, on effectue une 
cyclisation intramoleculaire du peptide protege lineaire 
obtenu, on substitue tout ou partie des groupes protecteurs 
orthogonaux par un precurseur protege, on greffe sur l'une 
et/ou 1' autre face dudit chassis, par une liaison oxime, au 

15 moins une molecule d'interet. 

2. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon la revendication 1, caracterise en 
ce que ladite synthese du peptide lineaire, effectuee sur 
phase solide, est initiee a partir d'un residu de glycine 
dont la fonction carboxylique est ancree a une resine, et 
la cyclisation du peptide lineaire obtenu est effectuee en 
solution apres liberation de la resine. 



20 



25 



3. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon la revendication 1, caracterise en 
ce que ladite synthese du peptide lineaire puis sa 
cyclisation sont entierement effectuees sur phase solide. 

30 4 - Procede de preparation d'un cyclopeptide 

homodetique greffe selon la revendication 3, caracterise en 
ce que ladite synthese du peptide lineaire est initiee par 
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un residu d' acide amine dont la chaine laterale est ancree 
a une resine. 

5. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu' il est 
ent ierement ou part iellement automatise sur robot 
synthetiseur de peptides, 

6. Procede de preparation d'un cyclopeptide 

» * 

homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que ledit 
cyclopeptide est forme de 5, 10 ou 14 residus d'acides 
amines, .de preference 10 acides amines formant un 
cyclodecapeptide . 

7. Precede de preparation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe selon la. revendication 5, 
caracterise en ce que le cyclopeptide presente 10 ou 14 

20 residus d'acides amines et forme deux coudes, lesdits deux 
coudes etant form§s par une combinaison (L)Pro-(D)AA ou/et 
(D)Pro-(L)M, AA etant un acide amine et de preference la 
glycine, les deux coudes 6tant separes par trois ou cinq 
residus d'acides amines respectivement . .. 

25 

8. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 6 ou 7, caracterise en ce que lesdits trois 
ou cinq residus d'acides amines ont chacun, sur leur chaine 

30 laterale, une fonction chimique initialement protegee 
orthogonalement par un groupe protecteur, les groupes 
protecteurs des chaines laterales de ces acides amines se 
dirigent alternativement de part et d' autre du plan median 
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dudit chassis et d^finissent une face dite inferieure et 
superieure par rapport k ce plan. 

9. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
5 homodetique greffe selon l'une quelconque des 

revendications 6 a 8, caracterise en ce lesdits trois ou 
cinq residus d' acides amines sont pref erentiellement des 
residus aminoacides a chaine laterale amine, et tres 
pref erentiellement la lysine. . . 

.10 - * . ' ' 

10. Procede de preparation ^d'un . 
cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterise en ce que les groupes 
protecteurs orthogonaux desdits residus d' acides amines 

15 centraux sont identiques entre eux, les groupes protecteurs 
orthogonaux desdits autres residus d' acides amines sont 
identiques entre eux, les groupes protecteurs orthogonaux 
desdits residus d' acides amines centraux d'une part, et les 
groupes protecteurs orthogonaux desdits autres residus 

20 d' acides amines d' autre . part f sont differents les uns des 
autres. 

11. Procede de- preparation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication 1, 

25 caracterise en ce que 1'on debute le greffage du chassis en 
substituant des groupes protecteurs orthogonaux par un 
precurseur protege de la fonction oxyamine ou un precurseur 
masque proteg6 de la fonction aldehyde ou par un marqueur. 

30 12. Procede de preparation d'un 

cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication 11, 
caracterise en ce que ledit precurseur protege est l'acide 
2-oxyamino-acetique protege (AOA) . 
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13. Procede de preparation d'un 

cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication 11, 
caracterise en ce que ledit precurseur masque protege est 
un residu de la serine dont les fonctions amine et 
hydroxyle sont protegees, et dont l'oxydation libere un 
groupement aldehyde, et de preference est Boc-Ser (tBu) OH. 

14.. Procede . de preparation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication 11,- 
% " caracterise en* ce que ledit precurseur protege est 
precurseur de la*" fonction thiol, . de preference un derive 
disulfure disymetrique de la cysteine et de maniere tres 
preferentielle un g*roupe Npys. 

15 

15. Procede de preparation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce que l'on effectue 
en premier lieu la substitution des groupes protecteurs 

20 orthogonaux de la face inferieure par un marqueur, de 
preference la biotine ou la f luoresceine, puis dans une 
deuxieme etape, on substitue les groupes protecteurs 
orthogonaux de la face superieure du chassis par un 
precurseur protege de la fonction oxyamine ou de la 

25 fonction aldehyde. 

16. Procede de preparation d'un 
cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce que l'on effectue 
en premier lieu la substitution des groupes protecteurs 
orthogonaux de la face inferieure du chassis par un 
precurseur protege de la fonction oxyamine puis dans une 
deuxieme etape on substitue les groupes protecteurs 
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orthogonaux de la face superieure du cyclopeptide par un 
precurseur masque protege de la fonction aldehyde. 

17. Procede de preparation d'un 
5 cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 

revendications 11 a 14, caracterise en ce que l f on effectue 
en premier lieu la substitution des groupes protecteurs 
orthogonaux de la face superieure du chassis par un 
precurseur protege de la fonction oxyamine puis dans une 
10 deuxieme etape on substitue les groupes protecteurs 
orthogonaux de la face inferieure du cyclopeptide par un 
precurseur masque protege de la fonction aldehyde. 

18. Procede de preparation d'un 
15 cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 

revendications 11 £ 17, caracterise en ce que 1' on" fait 
reagir les fonctions oxyamine ou aldehyde generees a partir 
des precurseurs, prealablement deprotegees, avec une ou 
plusieurs molecules d' interet ou une molecule intermediaire 
20 portant une fonction respectivement aldehyde ou oxyamine. 

19. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon la revendication 18, caracterise 
en ce que lesdites molecules d' interet sont identiques ou 

25 differentes les unes des autres. 

20. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 18 ou 19, caracterise en ce que lesdites 

30 molecules d'interets sont des acides nucleiques, des 
peptides, des oligosaccharides, ou des molecules 
organiques . 
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21. Procede de preparation d'un 
'cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication '20, 

caracterise en ce que l'une au moins des molecules 
d' interet est le cyclopentapeptide c(RGDfK). 

22. Procede de preparation d'un cyclopeptide 
homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 18 a 21, caracterise en ce que l'on fait 
reagir la fonction oxyamine du precurseur situe sur le 
chassis avec au moins une molecule d' interet portant une 
fonction aldehyde, puis on pxyde le precurseur de la 
fonction aldehyde situe sur le chassis et l'on pours.uit la 
reaction avec une mise en contact du chassis avec une 
molecule d' interet ou une molecule intermediaire portant 

15 une fonction oxyamine. 

.23. Procede de preparation d'un 

cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 18 a 22, caracterise en ce que ladite 
20 molecule intermediaire porte d'une part une fonction 
oxyamine capable de reagir avec la ou les fonctions 
aldehydes situees sur le chassis, et porte d' autre part un 
precurseur d' au moins une fonction aldhehyde. 

25 24 - Procede de preparation d'un 

cyclopeptide homodetique greffe selon l'une quelconque des 
revendications 3 a 23, caracterise en ce qu'il est 
entierement ou part iellement automatise sur robot 
synthetiseur de peptide. 



30 



25. Cyclopeptide homodetique greffe 

caracterise en ce qu'il est obtenu par le procede selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 24. 
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26. Cyclopeptide homodetique greffe selon la 
revendication 25, caracterise en ce qu'il est greffe sur 
une de ses faces par un ligand de l'integrine <xvP3, de 

5 preference des peptides derives du cyclo (RGDf K) et/ou du 
cyclo (RGDyK) , qui sont ligands de l'integrine, et sur 
1' autre de ses faces par un peptide apoptogene du type 
KLAKKLAK, une molecule organique therapeutique connue du 
type doxorobucine, ou une proteine toxique au niveau 
10 intracellulaire. 

27. Cyclopeptide hombde'tique greff6 selon la 
revendication 25, caracterise en ce qu' il gst greffe sur 
une de ses faces par un ligand de l'integrine aVp3, de 

15 preference des peptides derives du cyclo (RGDf K) et/ou du 
. cyclo.(RGDyK) , qui sont ligands de l'integrine, et sur 
1' autre de ses faces par une molecule detectable, du type 
chromophore (s) , bio tine (s) , f luorophore (s) , radio- 
emetteur (s) ou un precurseur. 

20 

28. Cyclopeptide homodetique greffe selon la 
revendication 25, caracterise en ce qu' il est greffe sur 
une de ses faces avec des derives carbohydrates et sur 
1' autre face avec un ou des peptides (s) epitope (s) T- 

25 dependant, un ou des peptides cytotoxiques, une ou des 
molecules organiques therapeutiques ou une proteine toxique 
au niveau intracellulaire. 

29. Cyclopeptide homodetique greffe selon la 
30 revendication 25, caracterise en ce qu' il est greffe sur 

une de ses faces avec des derives carbohydrates et sur 
l'autre face du chassis avec un ou des chromophore (s) , une 
ou des biotine(s) ; un ou des f luorophore ( s ) , une ou des 
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radio-emetteur (s) ou un groupe precurseur chimique ou 
ligand. 

30. Cyclopeptide homodetique greffe selon la 
5 revendication 25, caracterise en ce qu'il est greffe sur 

une face avec des Epitopes B-dependant de type carbohydrate 
ou des epitopes T-dependants et un immunoadjuvant . 

31. Composition th§rapeut ique ou de 
10 diagnostic caracterise en ce qu^elle comprend un 

cyclopeptide homodetique greffe selon la revendication 25. 

32. Utilisation d'un cyclopeptide selon la 
revendication 25 ou d'une composition selon la 

15 revendication 31, pour la fabrication d'un medicament 
destine' a soigner le cancer. 

33. Utilisation d'un cyclopeptide selon la 
revendication 25 ou d'une composition selon la 

20 revendication 31, pour la fabrication d'un outil de 
diagnostic du cancer. 



34. Utilisation d'un cyclopeptide selon la 
revendication 25 ou d'une composition selon la 

25 revendication 31, pour le diagnostic de la neoangiogenese. 

35. Utilisation d'un cyclopeptide selon la 
revendication 25 ou d'une composition selon la 
revendication 31, pour la suppression de la neoangiogenese. 



